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La presente invenzione si riferisce all 7 uso della 
rapamicina come molecola in grado di indurre il 
differenziamento cellulare eritroide e di incrementare 
la produzione di RNA messaggero per la gamma- globina; si 
propone tale molecola per la preparazione di un 
medicamento per il trattamento terapeutico della beta- 
talassemia. 

L'esistenza di sostanze in grado di indurre 
1 ' espressione del gene per la gamma-globina e la 
biosintesi di emoglobina fetale (HbF) in soggetti adulti 
e nota da tempo (1,) . Nella maggior parte dei casi f tali 
sostanze sono anche in grado di attivare o potenziare la 
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DESCRIZIONE 



trascrizione dei geni per le globine embrionali e fetali 
in sistemi sperimentali modello. 

Recentemente, ad esempio, sono state descritte 
numerose molecole leganti il DNA aventi la capacity di 
indurre uri aumento, dell'espressione dei geni per la 
gamma-globina (2) . Tra queste, citiamo il cisplatino e 
analoghi del cisplatino, la mitramicina e la 
cromomicina, la tallimustina (3) . Queste molecole sono 
efficaci modulatori dell'espressione dei geni per la 
globina gamma. 

Nell'essere umano, 1' attivazione della trascrizione 
dei geni per le globine gamma in soggetti adulti conduce 
alia produzione di emoglobina fetale mimando il fenotipo 
HPFH (High Persistance of Fetal Hemoglobin) che 
conferisce un quadro clinico favorevole a pazienti 
affetti da beta-talassemia, anche in forma omozigote 
(4). Una terapia che preveda l'inrpiego di tali molecole 
nel trattamento di pazienti affetti da beta-talassemia 
potrebbe pertanto rendere tali soggetti maggiormente 
indipendenti dalla terapia trasfusionale (5) . 

Alia base della present e invenzione vi e la 
necessita di nuovi modif icatori del processo di 
trascrizione utilizzabili nel trattamento della beta- 
talassemia che presentino un elevato livello di 
induzione dell'espressione dei geni gamma-globinici e un 




basso livello di citotossicita. 

E' stato da noi sorprendentemente trovato che la 
rapamicina, un antibiotico descritto nella tecnica nota, 
la cui formula di struttura e di seguito illustrata, 
soddisfa tali requisiti. 




attiva l'espressione del gene per la globina gamma umana. 

La rapamicina e un antibiotico prodotto da 
Stxreptomyces hygroscopicus e originariamente descritto 
come antifungino (6) . 

La sintesi chimica della rapamicina e di suoi 
analoghi strut turali - ad esempio analoghi 7- (N- 
idrossi) -acilici # -carbamoilici e -ureidici - e stata 
descritta da diversi gruppi di ricerca (si vedano ad 
esempio i riferimenti bibliograf ici 7 e 8) . 

Tale molecola £ il principio attivo di farmaci 
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(Sirolimus, Rapamune, antibiotico AY22989) utilizzati 
come agenti antiinf iammatori (9, 10) nel trattamento 
della dermatite atopica (9), della dermatite allergica 
da contatto (9) e della psoriasi (10) , come agenti 
antitumorali (11, 12) e antifungini (6) . Inoltre, la 
rapamicina e largamente utilizzata in terapia come 
farmaco in grado di rallentare il processo di rigetto 
(13) in trapianti di cuore (14) , rene (15) e fegato 
(16) . 

Tuttavia 1'attivita della rapamicina come attivatore 
dell'espressione del gene della globina gamma umana non 
era stata fino ad ora descritta, ne tale attivita d 
riconducibile ai sui effetti noti sopra indicati. 

Un primo oggetto della present e invenzione e 
pertanto l'uso della rapamicina e suoi analoghi 
strutturali per la preparazione di un medicamento per il 
trattamento terapeutico della beta-talassemia. 

Inoltre, come e stato recentemente descritto (17, 
18) , un trattamento combinato con diversi modificatori 
del processo di trascrizione pezmette di incrementare 
ulteriormente l'espressione dei geni per la globina 
gamma . 

Percid, un secondo oggetto della presente invenzione 
d l'uso della rapamicina o suoi analogbi strutturali in 
combinazione con almeno un ulteriore modificatore del 



processo di trascrizione per la preparazione di un 
medicamento per il trattamento della beta-talassemia. 

Secondo una forma di attuazione preferita, detto 
ulteriore modif icatore del processo di trascrizione e 
seel to nel gruppo costituito da citosiixa arabinoside, 
acido retinoico, plicamicina, idrossiurea, guanina, 
guanos ina trifosfato (GTP) , guanos ina difosfato (GDP) e 
guanosina monofosf ato (GMP) ; tra questi sono 
maggiormente preferiti citosina arabinoside ed acido 
retinoico. 

L'attivita della rapamicina come induttore del 
dif ferenziamento cellulare eritroide e della produzione 
di mRNA per la gamma -globina e stata valutata in colture 
di cellule umane. I risultati di tale studio sono 
illustrati nelle tabelle riportate nella sezione 
relativa agli esempi. I dati ottenuti indicano che 
1'attivitS. della rapamicina rispetto a farmaci di 
riferimento (ad esempio 1' idrossiurea nell ' induzione di 
HbF) e superiore; inoltre e stato verificato che 
l'effetto citotossico riscontrabile e molto inferiore a 
quello dell ' idrossiurea . 

Gli esempi che seguono vengono forniti a scopo di 
illustrazione e non sono intesi a limitare in alcun modo 
la portata dell' invenzione. 
Esempio 1 
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La valutazione dell'attivitS. biologica della 
rapamicina & stata condotta esaminando la capacita di 
tale composto di modulare 1' espressione dei geni per la 
globina gamma nella linea cellulare umana ¥362, che S in 
grado di dif f erenziare in senso eritroide esprimendo i 
geni per la globina gamma se sottoposta a trattamento 
con modif icatori della risposta biologica adatti a tale 
scopo (3, 17, 18). II livello di dif f erenziamento e 
stato valutato analizzando la positivita delle cellule 
alia benzidina (3) . Alcuni tra i dati ottenuti sono 
riportati in Tabella 1, che rappresenta i risultati di 
sei esperimenti indipendenti (media ± SD) . Come si pud 
facilmente notare, la rapamicina e in grado di indurre 
un incremento della percentuale di cellule K562 positive 
alia benzidina (40-45% nelle cellule trattate, 
paragonato al 4 f l% delle cellule K562 di controllo) . La 
produzione di emoglobina £ stata valutata mediante 
elettrof oresi su acetato di cellulosa e colorazione del 
gel con una soluzione a base di benzidina/H 2 0 2 (3) - 
L f emoglobina prodotta in modo preponderante da cellule 
K562 trattate con la rapamicina e 1'Hb Portland 
(alpha2gamma2) . L' espressione dei geni codificanti per 
le globine gamma e stata valutata mediante RT-PCR 
(reverse transcriptase PCR) quantitativa (3) . I dati 
ottenuti dimostrano un aumento . dell' accumulo 



intracitoplasmatico di mKNA per la globina gamma. Tali 
valutazioni sono state eseguite dopo 6 giorni di 
induzione con 20 nM rapamicina. I risultati della RT-PCR 
quantitativa sono mostrati in Tabella 2. 

Tabella 1 



Composto 


Concent raz ione 
(nM) 


a Di f f er enz iamento 
eritroide (%) 






4,1±3,7 


Rapamicina 


20 


45,5±5,8 


a Dif ferenziamento eritroide = percentuale di cellule 
K562 positive alia benzidina (media ± SD di 6 
esperimenti) . 

Tabella 2 


Composto 


Concent raz ione 
(nM) 


b mRNA per la 
globina gamma 






1 


Rapamicina 


20 


2,4 



b L'accumulo di RNA per la globina gamma e riportato in 
tabella come incremento rispetto a quello di cellule 
K562 di controllo non trattate. La tecnica utilizzata e 
quella della RT-PCR quantitativa (21, 22) utilizzando i 
seguenti oligonucleotidi primer e sonda: gamma-globin 
forward primer, 5 ! -TGG CAA GAA GGT GOT GAC TTC-3 1 ; 
gamma-globin reverse primer, 5' -TCA. CTC AGC TGG GCA AAG 



to 



o- 

i 
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G-3 1 ; sonda gamma-globin, 5 1 -FAM-TGG GAG ATG CCA TAA AGC 
ACC TGG-TAMRA- 3 » (FAM = 6-carbossi f luoresceina, TAMRA = 
6-carbossi-N,N,N' ,N' -tetrametilrodamina) . 
Esempio 2 

Per verificare se la rapamicina fosse in grado, 
oltre ad indurre il dif ferenz lament o delle cellule K562, 
di stimolare la produzione di mRNA per la gamma-globina 
in precursori eritroidi umani isolati da sangue 
periferico, e stata utilizzata la tecnica pubbicata da 
Fibach et al. (19, 20). Questa tecnica prevede due fasi: 
nella prima fase le cellule isolate da sangue periferico 
di un soggetto sano o affetto da una patologia 
emopoietica, come 1' anemia falciforme o la p-talassemia, 
vengono seminate in terreno di coltura addizionato del 
10% di medium condizionato derivante dalla linea 
cellulare di carcinoma di vescica 5637. La seconda fase 
consiste nel coltivare le cellule isolate in un terreno 
di coltura adatto, addizionato dell'ormone 

eritropoietina, 30% di siero fetale bovino, 2- 
mercaptoetanolo, albumina, glutamina e desametasone per 
permettere la prolif erazione e la maturazione delle 
cellule staminali di tipo eritroide. In questa fase le 
cellule possono essere trattate con potenziali induttori 
di HbF. 

Ad esempio, in questo sistema e stato dimostrato che 
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l'idrossiurea, un inibitore della sintesi di DNA 
utilizzato attualmente in terapia sperimentale della p- 
talassemia, § in grado di indurre la produzione di HbF. 

I risultati ottenuti con la rapamicina hanno 
dimostrato un increment o nella produzione di mRNA per la 
gamma - gl ob ina in cellule trattate con rapamicina 
rispetto alle stesse non trattate (3,75 volte), 
superiore a quello riscontrabile usando idrossiurea 
(Tabella 3) . 

Tabella 3 



Composto 


Concentrazione 
(uP*> 


a mRNA per la 
globina gamma 






1 


Rapamicina 


3 


3,73 


Idrossiurea 


120 


2,25 



a L'accumulo di RNA per la globina gamma e riportato in 
Tabella come incremento rispetto a quello di precursori 
eritroidi di controllo non trattati. La tecnica 
utilizzata e quella della RT-PCR quantitativa (21, 22) 
utilizzando gli oligonucreotidi primer e sonda descritti 
in Tabella 2 . 
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RIVENDICAZIONI 

1. Uso della rapamicina e suoi analoghi strutturali per 
la preparazione di un medicamento per il trattamento 
terapeutico della beta-talassemia. 

2. Uso secondo la riveridicazione 1, in cui detta 
rapamicina o analogo strutturale e in combinazione con 
almeno un altro modificatore del processo di 
trascrizione scelto nel gruppo che consiste di citosina 
arabinoside, acido retinoico, plicamicina, mitramicina, 
idrossiurea, guanina, guanosina trifosfato (GTP) , 
guanosina difosfato (GDP) e guanosina monofosfato (GMP) . 
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